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RESUMO 
 
Esclerose Múltipla é uma doença crônica e incapacitante do Sistema Nervoso 
Central, que afeta pessoas com predisposição genética após a influência de fatores que 
ainda não são totalmente determinados. Atribui-se aos linfócitos T CD4+ um importante 
papel na patogenia da doença, principalmente pelo fato de que um modelo experimental 
de Esclerose Múltipla pode ser induzido em animais, após a transferência de células T 
reativas à mielina. No presente estudo nós demonstramos evidências sobre os efeitos 
dos imunomoduladores (IFN-β and GA) sobre a ativação de moléculas regulatórias em 
pacientes com Esclerose Múltipla. A expressão de HLA-G e mRNA em pDCs, bem 
como os níveis de HLA-G solúvel no soro de pacientes foram avaliados.  
Além disso, nós demonstramos que pDCs de pacientes sem tratamento não 
expressam IDO quando essas células foram estimuladas com o agonista do receptor 
TLR9 mas os tratamento com imunomoduladores restauram a expressão de IDO aos 
níveis normais. Em termos de citocinas, observamos uma redução significativa na 
expressão de TGFβ, IL-10, IL-6 e nenhuma expressão de IL-17, quando avaliamos os 
pacientes tratados com imunomoduladores. De maneira interessante, demonstramos que 
pacientes tratados com IFN-β expressam de maneira significativa mais IL-27. 
Nós também demonstramos que Nanotubos de Carbono de Paredes Múltiplas 
(MWCNTs) internalizados por células apresentadoras de antígenos, estimulam a 
produção de IL-27 por essas células e que essa citocina afeta o desenvolvimento de 
células encefalitogênicas Th17 na Encefalomielite Experimental Autoimune (EAE) 
A EAE, um modelo experimental da Esclerose Múltipla, é uma doença 
autoimune mediada por células T CD4+ que pode ser induzida em animais susceptíveis 
tanto pela imunização com proteínas que compõe a mielina quanto pela proteína básica 
de mielina (MBP), ou pode ser induzida passivamente por transferência adotiva de 
linfócitos T CD4+ sensibilizados, em animais sem a doença. Foi determinada a 
expressão de citocinas pelas células T encefalitogênicas e os resultados revelaram uma 
redução significante na expressão de IL-17, o que sugere que o desenvolvimento das 
células Th17 foi prejudicado. Vistos em conjunto, nossos estudos ajudam a 
compreender o papel de algumas moléculas reguladoras no desenvolvimento da EM e 
EAE. 
 
  
 
ABSTRACT 
 
Multiple sclerosis (MS) is a chronic disabling disease of central nervous system 
(CNS), which affects genetically predisposed persons after a trigger that has yet not to 
be determined. CD4 T lymphocytes have long been thought to be the most important 
immune cell subset in the pathogenesis of the disease, mostly because an MS-like 
disease can be induced in animal models by adoptive transfer of myelin-reactive T cells. 
In the present study, we demonstrated evidence about the effect of treatment 
with immunomodulators (IFN-β and GA) in the activation of regulatory molecules by 
pDCs of MS patients. The expression of HLA-G and mRNA HLA-G in pDCs, as well 
as the level of soluble HLA-G in the serum of MS patients was evaluated. Moreover, we 
were able to demonstrate that pDCs from untreated MS patients do not express IDO 
when these cells were stimulated by agonist of TLR 9 but the treatment with the 
immunomodulators restores the expression of IDO to normal values. 
In terms of expression of cytokines, significant decrease in the expression of 
TGFβ, IL-10, IL-6 and no expression of IL-17 was observed for patients treated with 
the immunomodulators. Interestingly patients treated with IFN-β express significantly 
more IL-27. 
We also demonstrated that Multi Walled Carbon Nanotubes (MWCNTs), 
internalized by antigen presenting cells (APCs), stimulates the production of IL-27 
by these cells and that this cytokine affects the development of encephalitogenic 
Th17 cell in Experimental Autoimmune Encephalomyelitis (EAE). EAE, which is a 
model of multiple sclerosis, is a CD4+ T cell-mediated autoimmune disease that can be 
induced in susceptible animals either directly through their immunization with 
constituent proteins of myelin, such as the myelin basic protein (MBP), or passively by 
the adoptive transfer of sensitized CD4+ T lymphocytes into naïve animals. The 
expression of cytokines by encephalitogenic T-cell lines was determined, and the 
results revealed a significant reduction in the expression of IL- 17, which 
suggests that the development of Th17 cells was impaired. 
Taken together, our studies help to understand the role of some 
regulatory molecules in Multiple Sclerosis and EAE development. 
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Doenças Desmielinizantes do Sistema Nervoso Central 
 
Doenças desmielinizantes do Sistema Nervoso Central compõem um grupo de 
enfermidades cujas principais características são aparecimento de danos à bainha de 
mielina e nas células responsáveis pela produção e manutenção dessa bainha 
(oligodendrócitos no SNC e células de Schwan no Sistema Nervoso Periférico), 
acompanhada de uma relativa preservação dos axônios neuronais1,2. 
Concomitantemente, pode ocorrer um processo de remielinização por parte dos 
oligondendrócitos ocasionando uma recuperação, pelo menos parcial, da integridade da 
mielina. Esse balanço entre desmielinização e remielinização é mediado pelo sistema 
imunológico e o resultado desse equilíbrio é o que determina a extensão e gravidade da 
perda da mielina. Geralmente essas lesões desmielinizantes tendem a se desenvolver em 
áreas perivenosas3,4 e podem ser classificadas em várias categorias, de acordo com sua 
patogenia: processos desmielinizantes oriundos de desordens metabólicas, como por 
exemplo, a Adrenoleucodistrofia; desmielinização que ocorrem após infecções virais 
como a Leucoencefalopatia Multifocal Progressiva (LEMP); desmielinização 
ocasionada por processos inflamatórios provenientes de autoimunidade tais como 
Esclerose Múltipla, Neuromielite Óptica; compressão focal e desmielinização por 
hipóxia e toxicidade1,2,3,4,5.  
A EM e suas variantes tais como Esclerose Concêntrica de Ballot e Doença de 
Marburg; a Neuromielite Óptica (também chamada de Doença de Devic), 
Encefalomielite Disseminada Aguda e Leucoencefalopatia Hemorrágica Aguda são 
exemplos de enfermidades incluídas na categoria de doenças desmielinizantes de cunho 
inflamatório. Os sintomas clínicos dos acometimentos desmielinizantes são variados e 
refletem o local das lesões inflamatórias podendo aparecer manifestações sensoriais, 
cognitivas ou motoras se os locais afetados forem áreas do sistema nervoso que são 
responsáveis pelo controle sensorial, cognitivo e motor respectivamente3. 
Os diagnósticos das doenças desmielinizantes são realizados baseados na 
história clínica dos pacientes, nos exames neurológicos, nas análises laboratoriais do 
líquido cefalorraquidiano e sangue (pesquisa de Bandas Oligoclonais, pesquisa anti 
Aquaporina-4) e nos achados de exames de imagens e exames neuro-fisiológicos. 
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A Bainha de Mielina 
 
O sistema nervoso dos vertebrados é dividido em regiões denominadas de 
substância branca e substância cinzenta, sendo que a primeira contém principalmente 
axônios e têm esse nome porque apresenta mielina recobrindo esses axônios e a segunda 
é constituída em grande parte por corpos celulares e dendritos5,6. A mielinização é um 
processo que ocorre tipicamente nos vertebrados (embora existam exceções) e esse 
processo de mielinização foi possibilitado por meio do desenvolvimento de diferentes 
classes de células que sofreram uma especialização na sua membrana plasmática, 
possibilitando a formação da bainha de mielina. Essas células são chamadas de células 
da glia e, no SNC são representadas pelos oligodendrócitos, enquanto que no SNP elas 
são representadas pelas células de Schwann5,6,7. Os oligodendrócitos, através de sua 
membrana citoplasmática extremamente especializada, envolvem os axônios e formam 
uma espécie de “bainha” composta de mielina7,8. Esta é formada por camadas lipo-
proteicas concêntricas que se desenvolvem ao redor dos axônios, promovendo um 
isolamento elétrico das células com subseqüente elevação da resistência e diminuição da 
capacitância da membrana celular, gerando assim um aumento na velocidade de 
condução e maior eficiência energética do potencial de ação, além de fornecer suporte 
metabólico para os axônios8-10.  A bainha de mielina não recobre o axônio de maneira 
contínua; ao invés disso, ela apresenta descontinuidades que aparecem de maneira 
regular, gerando espaços não mielinizados que são conhecidos como Nódulos de 
Ranvier (NR). A porção mielinizada que fica entre dois NR’s é denominada de 
“internódulos”. Nesses nódulos existe uma alta densidade de canais de sódio e potássio 
voltagem-dependentes, que atuam regenerando o potencial de ação. Este se propaga de 
nódulo a nódulo caracterizando a condução saltatória, que permite uma alta velocidade 
na sua propagação quando comparado com outras células não mielinizadas10-11. 
A arquitetura e composição molecular na mielina apresenta em sua composição 
de 70% a 75% (em relação ao seu peso seco) de lipídios (principalmente colesterol, 
fosfolipídeos e galactolipídeos, apresentando uma taxa molar de aproximadamente 
2:2:1) e de 30% a 25% de um grupo de proteínas que auxiliam como suporte estrutural 
dentro dessa membrana. A proteína proteolipídica (PLP) e a glicoproteína associada à 
mielina (MAG) são as principais proteínas integrais da mielina enquanto que a proteína 
básica de mielina (MBP) é encontrada no espaço intracelular, sendo responsável por 
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criar uma estrutura na qual se fixam não somente lipídios, mas também outras diversas 
proteínas de membrana, incluindo transportadores, canais iônicos, proteínas de 
citoesqueleto e moléculas estimuladoras8,10-15. A PLP, apesar de não ter a função exata 
ainda definida, é a mais abundante proteína encontrada na mielina do SNC de 
mamíferos.  
A PLP é uma proteína integral de membrana que apresenta uma massa 
molecular de 30 kd, possui uma alta afinidade por fosfolipídeos e colesterol e, 
aparentemente, desempenha uma importante função no transporte (entre o citoplasma e 
a bainha de mielina) de outras proteínas presentes na mielina como, por exemplo, 
sirtuina e septinas12,16,17. Acredita-se que tanto a PLP como a MBP possam ter 
importante função na compactação da mielina tanto extracelular como intracelularmente 
e essa crença começou a tomar corpo quando mutações espontâneas ocorridas nos genes 
que regulam a expressão da PLP foram identificadas. Foram mostradas em 
camundongos, mutações e defeitos no splicing do RNA, que alteram a estrutura 
primária das PLPs e as tornam incapacitadas de sair do compartimento intracelular 
fazendo com que sofram rápida degradação16,17. Essa proteína tem um papel importante 
nas doenças desmielinizantes, visto que é responsável pela manutenção estrutural da 
mielina e integridade dos axônios. Indivíduos que apresentam mutações nos genes 
(mutação nula) que regulam a expressão de PLP podem apresentar alterações 
patológicas nos axônios (axonopatia) no SNC, como por exemplo, a paraplegia 
espástica do tipo 2. Em casos de mutações pontuais nesses genes ocorre intensa 
desmielinização que pode levar à morte prematura em portadores da doença de 
Pelizaeus- Merzbacher 17. 
A proteina básica de mielina, conhecida como MBP, foi isolada há mais de 50 
anos em sua isoforma “clássica” (18.5-kDa) e foi descrita como um determinante 
encefalitogênico. Ela é uma das principais proteínas da mielina do SNC e promove 
adesão mútua dos folhetos citoplasmáticos das membranas dos oligodendrócitos, 
criando uma estrutura denominada linha densa principal, que é observada em 
microscopia eletrônica. Estudos com camundongos mutantes shiverer (também 
conhecidos como shi – um tipo mutante no qual falta MBP, de maneira que esses 
animais desenvolvem tremores e convulsões constantes e tendem a morrerem jovens) 
indicam que esta é absolutamente necessária para a formação da mielina íntegra18,19. A 
isoforma 18.5-kDa da MBP é predominante na mielina do SNC de adultos, sendo 
fundamental para a estabilidade e formação dessa mielina, formando uma espécie de 
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barreira que restringe a difusão de algumas proteínas de membranas para a parte mais 
compacta da mielina. A função mecânica da MBP no processo de formação da mielina 
ainda não é totalmente entendida, mas aparentemente ocorre um processo de interação 
entre a MBP carregada com cargas positivas e a membrana citoplasmática carregada 
negativamente, permitindo que a as camadas da mielina fiquem próximas umas às 
outras. Diferentemente da proteína proteolipídica (PLP) e da glicoproteína de 
oligodendrócitos (MOG), a MBP é encontrada tanto no SNC como no SNP18,19,20. 
Devido à sua importância e abundância, a MBP é amplamente estudada em doenças 
desmielinizantes, sendo a primeira proteína de mielina que foi estudada na Encefalite 
Autoimune Experimental (modelo de doença animal que é usado para o estudo da 
Esclerose Múltipla). A MBP é altamente heterogênea devido ao fato de sofrer splicing 
alternativo e modificações pós-translacionais. Estudos realizados com o auxílio de 
técnicas modernas de espectrometria de massa, apontam que essas modificações pós-
translacionais alteram a carga, a ligação de hidrogênio e a conformação da MBP, 
podendo ter um papel modulador na afinidade desta proteína com a membrana. 
Disfunção de afinidade pode ter efeito sobre o padrão lamelar da bainha de mielina e 
patogênese das doenças desmilinizantes15,20 
Nesse trabalho iremos abordar uma das principais doenças desmielinizantes que 
é a Esclerose Múltipla, e seu modelo experimental denominado Encefalite Experimental 
Autoimune (EAE). 
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Esclerose Múltipla 
 
A EM, apesar de descrita inicialmente no século quatorze, foi detalhada no ano 
de 1868, pelo médico francês Jean-Martin Charcot que realizou a primeira associação 
definitiva entre os sintomas clínicos e as alterações anatomopatológicas encontradas em 
cérebros de pacientes falecidos em decorrência da doença21. No trabalho publicado no 
ano de 1868 com o título Histologie de la Sclérose en Plaques Jean-Martin Charcot 
descreve a presença de lesões em forma de placas e dá a essas lesões o nome de 
escleroses múltiplas. Outras contribuições importantes de Charcot no entendimento 
dessa doença foram os desenhos que ele apresentou, ilustrando a expansão dessas 
lesões, dos ventrículos para os hemisférios cerebrais e fornecendo os primeiros indícios 
de que a EM afeta tanto o cérebro quanto a medula espinal21,22. Ele formulou uma tríade 
que contribui para a o diagnóstico de EM (nistagmo, tremor e um tipo de disartria 
denominada de fala escandida), e se tornou o primeiro médico a diagnosticar a doença 
em um paciente vivo 22. 
Dentre as doenças desmielinizantes do SNC, a EM é a mais comum, afetando 
principalmente pessoas jovens com idades variando entre 20 e 45 anos (embora esteja 
aumentando a ocorrência na incidência sobre crianças), com uma prevalência maior no 
sexo feminino, em uma proporção de 2:1. Alguns estudos indicam que essa taxa esteja 
sendo modificada e a proporção está se modificando para 3:1; o motivo dessa mudança 
é desconhecido, mas pode indicar uma mudança nos hábitos de vida da população 
feminina, ou alguma alteração ambiental que esteja afetando mais essa população. 
Devido a essa característica, a EM produz um impacto negativo sócio econômico, pois 
afeta pessoas jovens que estão em idade produtiva de trabalho, causando um grande 
custo social sendo, a segunda causa de incapacitação dessa faixa etária (traumas ocupam 
o primeiro lugar) 20,23,24,25. 
A EM é uma doença autoimune que afeta pessoas com pré-disposição genética 
após exposição a algumas condições e agentes que ainda não são bem conhecidos. A 
prevalência da EM na população varia entre 60-200 (América do Norte e Europa 
Setentrional) e entre 6 – 20 em áreas de baixo risco20. Em um estudo realizado em 1997 
na cidade de São Paulo, Calegaro e colaboradores identificaram uma prevalência de 
15/100.00028. Vários trabalham indicam que a prevalência da EM aumenta em relação à 
latitude, apresentando um gradiente de aumento do sul para o norte no Hemisfério Norte 
e um gradiente de aumento do norte para o sul no Hemisfério Sul. Outros fatores 
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ambientais como: local de nascimento, sexo, mês de nascimento, exposição a infecções 
virais (vírus Epstein Barr, por exemplo), tabagismo e variação nas taxas de vitamina D 
também são estudados e provavelmente tem um papel importante na fisiopatologia da 
doença 25,26,27,28. 
Com relação aos fatores genéticos, sabe-se que parentes de pessoas com EM tem 
uma probabilidade (2% a 5%) maior em desenvolver a doença, em relação à população 
em geral. Estudos realizados com gêmeos monozigóticos indicam que a probabilidade 
de um dos indivíduos em desenvolver a doença apresenta um aumento no risco de 20% 
a 30%, se um dos irmãos tiver a EM20,24. 
Durante a evolução da doença, a principal área atingida é a região da substância 
branca, embora essas lesões também possam ocorrer em toda a extensão do parênquima 
do SNC, incluído a substância cinzenta.  A EM possui duas principais formas sendo que 
a mais frequente é a forma chamada “surto-remissão” (em torno de 85% a 90% dos 
pacientes) e a outra é chamada de “secundária- progressiva”.  A forma surto remissão 
também recebe o nome de Esclerose Múltipla  forma recorrente remitente (EMRR), 
enquanto que a forma secundária também é chamada de Esclerose Múltipla forma 
secundariamente progressiva (EMSP). Após anos de doença, a maioria dos pacientes 
acometidos pela forma surto remissão evolui para a forma secundaria progressiva. Uma 
forma menos comum da EM é a chamada “primária progressiva” que acomete cerca de 
10% a 15% dos pacientes20. Na fase de surto, ocorrem lesões inflamatórias na 
substância branca da medula espinal e do cérebro, podendo evoluir para uma fase de 
degeneração axonal e neuronal (fase progressiva). No início da doença, a plasticidade 
neural propicia uma recuperação parcial ou até mesmo completa dos sintomas, mas com 
o passar do tempo, as seguidas agressões às áreas afetadas levam a alterações 
patológicas como por exemplo: desmielinização, gliose ou remielinação incompleta. 
Isso promove um alto grau de incapacidade na maior parte dos pacientes que evoluem 
com piora nas funções neurológicas29,30. A partir da década de 90, com a evolução dos 
exames de imagens (principalmente da ressonância magnética), um novo componente 
apareceu no entendimento da doença, visto que inicialmente achava-se que a EM 
apresentava apenas um caráter inflamatório; o caráter neurodegenerativo da doença 
refletiu também nos achados de imagens e constatou-se que os medicamentos 
imunomoduladores não têm eficácia sobre o componente degenerativo da EM 29,30. 
O entendimento dos mecanismos imunológicos da EM se desenvolveu graças ao 
modelo experimental da doença que é a Encefalomielite Experimental Autoimune 
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(EAE). Estudos realizados mostraram que a doença é mediada por linfócitos T CD4+ e 
pode ser induzida em animais susceptíveis através da imunização com componentes da 
bainha de mielina (imunização ativa), ou pode ser transferida para animais normais à 
partir de linfócitos sensibilizados aos componentes da mielina (PLP, MBP, MAG, 
MOG) (imunização passiva)31,32. Na Esclerose Múltipla as evidências da participação 
dos linfócitos T são indiretas; as inferências derivam de estudos que apontam para um 
aumento da presença de linfócitos T reativos à mielina em sangue periférico de 
pacientes, quando comparados com indivíduos normais33,34,35. Recentes relatos sobre o 
efeito benéfico do tratamento da EM com o anticorpo monoclonal humanizado 
(Natalizumab) anti integrina (α4β1) presente nos linfócitos T confirmam essas 
observações pois esse medicamento diminui de maneira significativa a migração dos 
linfócitos T para o sistema nervoso central, evidenciando que as células T auto-reativas 
são geradas na periferia e migram para o SNC36. 
Os linfócitos T auto-reativos foram descritos dentro da população de linfócitos T 
CD4, sendo que os linfócitos T CD8 também participam dos mecanismos de 
desmielinização tanto pelo efeito citotóxico, como através da função imunoreguladora 
A população de linfócitos T CD4+ apresenta grande heterogeneidade quando se 
avalia o tipo de citocinas produzidas pelos mesmos: Th1, Th2, Th3 e Th17. 
Os linfócitos T CD4+, subtipo T helper1 (Th1), são sintetizadores 
preferencialmente de citocinas pró-inflamatórias, como o IFN-γ. Os linfócitos T helper 
2 (Th2) produzem citocinas (IL-4, IL-5, IL-10, IL-13) que podem inibir a produção das 
interleucinas pró-inflamatórias, estando também envolvidos na síntese de anticorpos. Os 
linfócitos T helper 3 (Th3) secretam principalmente a citocina anti-inflamatória TGF-β 
enquanto que os T helper 17 (Th17) secretam a interleucina 17 (citocina pró-
inflamatória). Os linfócitos Th1 e Th17 estão envolvidos com o processo de 
desmielinização20,37,38. 
No intuito de se manter a homeostase do sistema imunológico, além desses 
linfócitos descritos acima, também coexistem células reguladoras que atuam 
controlando a resposta imunológica. Pelo menos três dessas populações celulares foram 
descritas sendo: Th3, os linfócitos T CD4 Tr1 (produtores de IL-10) e os linfócitos T 
CD4+CD25+Foxp3+. Essas populações tem a capacidade de suprimir a resposta 
inflamatória gerada pelos Th1 e Th2, e outros tipos celulares. Quando ocorrem 
alterações nessas populações celulares, ocorre o aparecimento de doenças autoimunes, o 
que sugere a importância dessas populações celulares no equilíbrio da resposta 
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imunológica; normalmente, a forma de atuação dessas populações reguladoras é pela 
produção de citocinas anti-inflamatórias (por exemplo a IL-10 e TGF-β) e pelo contato 
célula/célula através da expressão da molécula de CTLA4 20,39,40.  
Vários estudos apontam a importante participação de células dendríticas no 
desenrolar da resposta imune. Dentre essa população de células dendríticas, existem 
pelo menos dois subtipos de células que atuam de forma distinta na resposta imune 
efetora e na tolerância imunológica: as células dendríticas mielóides (mDC) e as células 
dendríticas plasmocitóides (pDCs). Com relação à interação com as células T, as pDCs 
possuem plasticidade funcional em termos de induzir diferentes subtipos de células T 
efetoras e/ou reguladoras da resposta imune.  Foi demonstrado que as pDCs apresentam 
a propriedade de induzir a diferenciação de células CD4 T reguladoras produtoras de 
IL-10 (Tr1), tanto em humanos, como em animais41, além de induzirem a diferenciação 
das células T CD8 naïve em células produtoras de IL-1042. Em 2004, MOSEMAN et al 
demonstraram que as células dendríticas plasmocitóides (pDCs) induzem a 
diferenciação de células reguladoras CD4+CD25+Foxp3+ in vitro quando 
estimuladas com CpG-ODN (agonista do receptor Toll-Like Receptor 9)43. Outros 
estudos forneceram indícios de que a as pDCs ativam as células T reguladoras através 
da produção da enzima Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO). Essa enzima, que pertence 
à família das oxigenases, degrada o aminoácido Triptofano. Uma das enzimas que têm 
essa função é a triptofano-oxigenase (TDO) que é primariamente expressa no fígado e 
cataboliza boa parte do triptofano da dieta, no sentido de manter os níveis séricos 
adequados. A outra é a Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) que atua na via da 
quinurenina nos tecidos extra-hepáticos. As citocinas pró-inflamatórias IFN-γ e em 
menor escala os IFN tipo I são produzidos por macrófagos, células dendríticas e 
fibroblastos, induzindo a expressão da IDO44,45. No modelo experimental (EAE), a 
inibição da IDO leva à diminuição significativa de elementos do processo inflamatório, 
tanto no SNC quanto na periferia46,47. Trabalhos prévios mostraram que o efeito 
tolerogênico das pDCs pode ser explicado pela ligação de linfócitos que expressam 
CTLA-4 e as moléculas B7, pelo aumento de IFNγ por essas células e 
consequentemente ao aumento da IDO48. Atuando em conjunto, esses mecanismos 
levam à ativação de células T reguladoras, com simultânea redução dos níveis de IL-
1749,50. 
Além da IDO as moléculas do complexo MHC também participam na ativação 
de linfócitos reguladores. Em humanos, o complexo principal de histocompatibilidade 
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(CPH, derivado do inglês major histocompatibility complex – MHC) é denominado 
human leukocyte antigen (HLA), região equivalente à região H-2 (MHC) do genoma de 
camundongos que codifica produtos responsáveis pela rápida rejeição de tecidos 
transplantados. Nas últimas quatro décadas, inúmeros estudos têm evidenciado a 
associação de determinados alelos HLA classe I e II com doenças autoimunes. Os alelos 
HLA codificam as moléculas de histocompatibilidade classe I e II e as moléculas de não 
histocompatibilidade de classe III. Nesta revisão vamos enfatizar as moléculas de classe 
I HLA, particularmente o HLA-G. Os antígenos de leucócitos humanos (HLA-G) fazem 
parte dos antígenos de MHC de classe Ib. As moléculas HLA-G são definidas como 
moléculas de classe I não clássicas devido a composição de sua estrutura. A região 
gênica do HLA-G possui polimorfismo limitado e molécula de HLA-G possui sete 
isoformas. Quatro isoformas foram descritas ligadas à membrana celular (G1-G4) e três 
isoformas solúveis (G5-G7). Em 2003, Carossela et al demonstraram que as moléculas 
de HLA-G são expressas principalmente nos trofoblastos e nos órgãos chamados de 
imunológicamente privilegiados (timo, córnea, pâncreas e precursores dos eritrócitos51. 
O efeito protetor das moléculas de HLA-G foi primeiramente demonstrado na 
manutenção de tolerância na interfase materno-fetal. Estudos subsequentes mostraram 
que as moléculas de HLA-G também participavam da tolerância aos transplantes 
alogenêicos e doenças auto-imunes51. Na EM as moléculas de HLA-G participam na 
indução de linfócitos T reguladores52. O papel das moléculas de HLA-G produzidas por 
monócitos também foi estudado em pacientes com EM, onde se demonstrou que 
pacientes em surto tinham níveis séricos de HLA-G1 significativamente menor que os 
indivíduos controles53. O IFN-β também induziu aumento das moléculas de HLA-G1 e 
HLA-G5 nos monócitos dos pacientes tratados. Com relação ao CSF, trabalho prévio 
demonstrou que níveis de HLA- G 5 solúveis no líquido cefalorraquiano (LCR) e no 
soro dos pacientes estavam relacionados com a atividade da doença54. As moléculas de 
HLA também foram descritas na membrana das células dendríticas mielóides e 
plasmocitóides de indivíduos normais55. 
Em relação ao tratamento da EM, a primeira linha de medicamentos usados são 
os imunomoduladores como o Interferon-β (IFN- β) e o Acetato de Glatirâmer (GA).  
Os mecanismos de ação propostos para o Interferon-β são: inibição da migração de 
células auto reativas através da barreira hematoencefálica, apoptose em linfócitos T 
ativados, efeitos anti-proliferativos e modulação da expressão de citocinas20,82.  
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O Acetato de Glatirâmer é um medicamento composto por quatro aminoácidos: 
ácido glutâmico, tirosina, alanina e lisina. Seu mecanismo de ação em pacientes ainda é 
incerto e estudos indicam que provavelmente sua ação central se deve à sua capacidade 
de ser apresentado como um peptídeo antigênico no MHC20,83. 
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Nanotubos de Carbono 
 
No início da década de 90, Sumio Iijima publica um artigo no qual descreve uma 
nova estrutura finita de carbono. Durante os anos 80, as pesquisas de novos materiais 
estavam avançando e alguns novos materiais à base de carbono foram descritos, como 
por exemplo o fulereno. No desenvolvimento dessas pesquisas, Iijima começa a estudar 
uma estrutura finita de carbono com um arranjo tubular em forma de agulha que 
apresentava diâmetros variando entre 4 a 30 nm e comprimento de até 1 micrômetro 
(µm). Essa nova estrutura recebeu o nome de nanotubos de carbono (CNT’s) e mais 
uma área de interesse se abriu em relação à essa nova forma alotrópica56. 
Ao analisar essas estruturas com a técnica de microscopia eletrônica, os 
pesquisadores descrevem que os CNT’s são compostos por folhas de grafite (grafenos) 
que se enrolam concentricamente formando uma estrutura oca tubular de forma 
cilíndrica com 1 átomo de espessura. Essas folhas de grafite são formadas por átomos 
de carbono ligados entre si apresentando uma estrutura semelhante a anéis hexagonais 
condensados. As estruturas que apresentam apenas uma parede (uma camada de 
grafeno) são chamadas de nanotubos de paredes simples (Single-Wall Carbon 
Nanotubes – SWCNT’s) e quando existem mais de duas folhas de grafeno enroladas 
concentricamente essas estruturas são chamadas de nanotubos de múltiplas paredes 
(Multi-Wall Carbon Nanotubes – MWCNT’s). 
Depois que essas estruturas foram bem descritas, estudadas, e seus processos de 
síntese foram controlados, criou-se uma expectativa quanto ao uso desse novo material 
nas áreas biológicas (visto que aparentemente uma estrutura à base de carbono seria 
inerte em um organismo). Estudos começaram a ser realizados com intuito de investigar 
o papel desempenhado pelos nanotubos de carbono dentro de sistemas biológicos. 
Muitos estudos foram publicados com analises de resultados oriundos da utilização 
desse material em sistemas biológicos, embora até hoje não exista consenso sobre a 
forma exata que os nanotubos atravessam as membranas celulares e se internalizam 
atingindo o citoplasma e/ou o núcleo. Em 2005, Alberto Bianco et al publicam um 
artigo no qual inferem que a internalização dos CNT’s possa ocorrer através de um 
processo passivo e independente da via endocítica57,58. Outra questão que se apresenta 
em relação à essas estruturas é o relativo desconhecimento sobre o impacto na saúde dos 
trabalhadores que envolvidos no manuseio e fabricação desses materiais.  No ano de 
2011, nossa equipe realizou um estudo e publicou um trabalho (Grecco et al. – 2011) 
27 
 
mostrando que os MWCNT’s estimulam as funções dos macrófagos e, 
consequentemente ocorre um aumento na expressão de interleucina 12 (IL 12), o que 
por sua vez, resulta na ativação de uma série de eventos que estimulam resposta 
imunológica celular (Th1) e a produção de anticorpos59. Partindo dessa observação, 
resolvemos usar os MWCNT’s como ferramenta para avaliar a ação de moléculas 
reguladoras na resposta imune. Para desenvolver esse estudo realizamos incubação de 
células apresentadoras de antígenos com nanotubos de paredes múltiplas, e depois, 
realizamos co-cultura com linfócitos encefalitogênicos. Após essa etapa transferimos 
esses linfócitos encefalitogênicos em animais e analisamos a evolução da EAE. 
No presente trabalho realizamos a análise das moléculas imunoreguladoras em 
duas frentes distintas: na EM e no seu modelo experimental, a EAE. Para analisarmos a 
interação entre moléculas regulatórias e o sistema imune na EM, pesquisamos amostras 
biológicas de pacientes portadores de EM que faziam uso de imunomoduladores. Para 
as análises na  EAE, realizamos um trabalho sobre a ação de componentes obtidos por 
nanotecnologia no sistema imunológico. Em nosso laboratório desenvolvemos uma 
pesquisa com Nanotubos de Carbono de Paredes Múltiplas (MWCNTs) e sua ação 
sobre o sistema imunológico em animais com EAE. No capítulo 1 apresentaremos os 
resultados obtidos na nossa pesquisa em EM, enquanto que no capítulo 2 desse trabalho 
iremos apresentar os resultados na EAE. 
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Abstract 
 
 
 
Numerous disease-modifying drugs are now available to treat multiple sclerosis (MS) 
patients. However, the immunomodulators such as Interferon (IFN-β) and Glatiramer 
Acetate (AG) still have a place in the treatment of the MS patients. The effect of IFN-β 
and GA in the function of plasmacytoid dendritic cells (pDCs) still remains to be 
elucidated. pDCs are associated with virus infection and when activated produce large 
amount of type I interferon. On the other hand, pDCs also play a tolerogenic role 
producing regulatory molecules such as IDO.  Our data demonstrated that IFN-β and 
GA did not alter the number of surface HLA-G molecules, but maintain the soluble 
HLA-G in level comparable to the healthy individuals, whereas untreated patients, 
present a significant low level of this immunomodulatory molecule.  Moreover, pDCs 
express the enzyme IDO, and this expression is defective in untreated MS patients.  
IDO is associated to the induction of regulatory T cells and our data demonstrated 
significant reduction of mRNA of proinflammatory cytokines, while a significant 
increase of IL-27 was demonstrated in MS patients treated with IFN-β.  Our results 
demonstrated that treatment with immunomodulators increase the production of 
immunoregulators proteins, which may contribute to reduction of inflammatory 
response in MS patients  
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Introduction 
 
 
Multiple sclerosis (MS) is a chronic disabling disease of central nervous system 
(CNS), which affects genetically predisposed persons after a trigger that has yet not to 
be determined. CD4 T lymphocytes have long been thought to be the most important 
immune cell subset in the pathogenesis of the disease, mostly because an MS-like 
disease can be induced in animal models by adoptive transfer of myelin-reactive T 
cells1,2.  
The encephalitogenic effect of autoreactive T cells may be down regulated by 
the regulatory T cells (T regs).  These T regs modulate an ongoing immune response by 
inhibiting proliferation or inducing apoptosis of autoreactive T cells. In both CD4+ and 
CD8+ populations, T regs have been identified. The best characterized T regs are call 
the thymus-derived T regs, which are identified by a high expression of CD25 and the 
presence of the transcription factor Foxp3, which is needed for their development and 
function. Besides the Foxp3+ cells, interleukin-10 (IL-10)-secreting T regulatory type 1 
(Tr1) cells are defined by their specific cytokine production profile, which includes the 
secretion of high levels of IL-103,4 
Recent advances in the field, and therapeutic strategies targeting other immune 
cells, have highlighted the importance of the innate immune system, such as dendritic 
cells in MS pathogenesis. Dendritic cells (DCs) are professional APCs that are either 
myeloid-derived or lymphoid-derived the plasmacytoid dendritic cells. In MS patients, 
both myeloid and plasmacytoid DCs (pDCs) have been found in the CSF5. pDCs are 
also observed in brain lesions, where they are thought either contributes to local 
activation and expansion of autoreactive T cells or in inducing tolerance though the 
activation of regulatory T cells6. It is clear that the balance between regulatory and 
pathogenic T cells is altered in MS patients. The tolerogenic effect of the T cells can be 
attributed, at least in part, to the suppressive effect of pDCs. The tolerogenic effect of 
the pDCs may be explained by either their capacity express the molecule of HLA-G in 
their surface7,8,9 or produce indoleamine 2,3 dioxigenase (IDO). HLA-G are HLA-class 
I molecules and was first described as a key molecule inducing materno-fetal tolerance, 
tumor escape and allograft transplantation acceptance9. 
IDO, an enzyme that degrades the essential aminoacid L-tryptophan to N- 
formylkynurenine, is known to exert immune modulatory effects in a number of 
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diseases. IDO-tryptophan metabolism and Treg positively regulate one another10. Tregs 
can induce IDO expression in dendritic cells (DCs) through interaction between CTLA4 
on Treg cells and CD80/CD86 on DCs11, or through Treg cell-secreted cytokines, e.g. 
IFN-γ12. IDO expression and the production of tryptophan metabolites from the 
kynurenine metabolism pathway can serve as mediators to suppress immune cell 
responses by direct effects on T cells or by indirect effects through altered APC function 
13. In contrast, IDO expression in pDCs may induce differentiation of new T regs from 
naïve T cells14. 
New drugs have been introduced for the treatment of MS in the last years. 
However, the immunomodulators such as Interferon β (IFN-β) and Glatiramer Acetate 
(GA) continue to be used for therapy of MS. The therapeutic mechanism of IFN-β in 
MS has been extensively studied. The mechanisms include anti proliferative effects, 
cytokine modulation, apoptosis of activated T cells, and inhibition of migration of 
inflammatory cells across the blood–brain barrier15. GA is composed of the four amino 
acids: alanine, lysine, glutamic acid and tyrosine in a ratio resembling that of the 
hydrophobic, basic, acidic, and aromatic residues found in myelin basic protein. 
Although GA induces several complex phenotypes in vivo, it’s central action likely lies 
in its ability to be presented as an antigenic peptide in association with in major 
histocompatibility complexes (MHC)(). 
In the present study, the action of the both IFN-β and GA on HLA-G express in 
the surface of pDCs and production of IDO by these cells was investigated. 
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Materials and methods 
 
 
 
 
 
 
Patients 
 
 
Sixty-four patients (43 females, 21 male; mean age 32.9 ± 9.3 years) with 
clinically definite RRMS according to the revised McDonald38 criteria and 24 controls 
were included in the study. Patients were recruited from the Department of Neurology, 
University of Campinas, Campinas, Brazil, and are divided in: non treated and patients 
receiving treatment with IFN-β and Glatiramer Acetate at the time of study. The study 
was approved by the University ethics committee (CAAE: 53039916.7.0000.5404) and all 
participants gave written informed consent. 
 
 
Table 1. Demographic characteristics of patients and healthy subjects.    
 
 
 
 Patients Gender F/M Age years* 
GA 15 10/5 32(29-44) 
IFN 33 22/11 32(25-50) 
HEALTHY 24 16/8 25 (20-46) 
N TREAT 16 11/5 28 (22-40) 
    
*median range 
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PDCs purifications from peripheral blood 
 
Human PBMC were isolated from MS patients and healthy blood donors by 
Ficoll- Hypaque density gradient centrifugation. pDCs were enriched from PBMC using 
EasySep® Human Plasmacytoid DC Enrichment kit (Stem Cell Technologies, 
Vancouver, CA). Oligodeoxynucleotides Phosphorothioate-modified CpG-ODNs were 
obtained from InvivoGen (SanDiego, CA, USA). CpG-ODN2395: 
TCGTCGTTTTCGGCGCGCGCCG (sequences are shown 5’to 3’) diluted in PBS, 
and use data final concentration of 5 µg/ml. 
 
Flow cytometry 
 
FITC-,PE-, APC or PE-Cy5-conjugated mouse anti-human antibodies (Abs) 
directed against, CCR7 and HLA-G as well an isotype control Abs was from BD 
Pharmingen (San Diego,  CA, EUA) and BDCA-2 (Myilteni, German). Cells were 
stained with Abs for 30 min on ice, washed twice with 0.2% HBSS, and fixed with PBS 
containing 1% paraformaldehyde. 
 
RT-PCR for cytokines, IDO, HLA-G 
 
Total RNA was extracted from PBMC or from pDCs plus CpG.-ODN. The RNA 
was reversely transcripted to cDNA; GAPDH and HPRT were used as endogenous 
control. All RT-PCR reagents were from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). For real-time 
quantitative RT-PCR, cDNA of each cell population was analyzed for cytokines 
expression (TGF-b, IL-10, IFN-g, IFN-α, IL6, IL27 and IDO). To perform the RT-PCR, 
(with Master Mix- Applied Biosystems, Foster City, CA) was used a Perkin Elmer ABI 
Prism7700 Sequence Detection System (Applied Biosystems). 
 
 
 
 ELISA for soluble HLA-G(s) (sHLA-G1 and G5 isoforms) 
 
The level of soluble HLA-G in serum samples was determined by a 
commercially available sandwich enzyme immunoassay (ELISA – EXBIO, Praha, 
Czech Republic) according to the manufacturer’s instructions.  This methodology 
specifically detects soluble HLA-G1 and G5 in a β-microglobulin (β2m)-associated 
form, and was carried out as described in manufacturer’s instructions.   
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ELISA for determination of IL -17 levels 
 
Mononuclear cells from patients treated with IFN-β were stimulated by anti CD3 
and anti CD28 and the levels of IL-17 were measured in the supernatant following the 
manufacturer’s protocol – R&D System (Minneapolis, MN, USA). 
 
Data analysis 
 
The statistical significance of the results was determined using a Kruskal-Wallis 
nonparametric analysis of the variance or a Mann-Whitney U-test. Differences with a p-
value less than 0.05 were considered significant. 
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Results 
 
 
Purification and characterization of pDCs from peripheral blood. 
 
PDCs are very rare (0.3-0.5%), which make difficult the study of these cells in 
peripheral blood. However, the use of magnetic beads allowed us to work with a very 
pure preparation of pDCs (97,4%) (Figure 1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure1. Purification of pDCs from healthy individual peripheral blood.  
pDCs were isolated from peripheral blood with magnetic beads kit and the purity was 
evaluated by flow cytometry. The DENSITY PLOT SSC x BDCA-2 DENSITY PLOT 
shows percentage of purified pDCs 97.4%.  
 
 
 
 
 
 
 
37 
 
Expression of HLA-G and CCR7 on pDCs of patients with MS treated with 
Interferon β and GA. 
 
The expression of HLA-G and CCR7 in pDC were determinate by staining 
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) with anti-human BDCA2 mAb conjugated 
with APC, anti-human HLA-G mAb conjugated with PerCP, and anti-human CCR7 
mAb conjugated with PE. Data were acquired for gating mononuclear cells using a BD 
FACSCanto cytometer (BD Biosciences, USA) and analyzed using BD FACSDiva 
software (BD Biosciences, USA). The p value was determined using Mann-Whitney test. 
The results demonstrated in the figure 2 A, showed a moderate increase the expression of 
HLA-G on the membrane of pDCs of patients with MS treated with type I interferon. 
However, when the three groups of individuals were analyzed no significant difference 
was observed.  The figure 2 B demonstrated a moderate decrease in CCR7 expression on 
membrane of pDCs of MS patients treated with IFNβ and GA. However, no significant 
difference was observed when the three groups of individuals were analyzed. 
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Figure 2. Expression of HLA-G and CCR7 on surface of pDCs from patients with 
MS treated with both type I IFN and GA 
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Expression of HLA-G by plasmacytoid dendritic cells and quantification of 
soluble HLA-G in serum of MS patients treated with IFN-β and Glatiramer 
Acetate. 
 
In the last decade, it has become evident that HLA-G is involved in modulating 
both innate and adaptive immune responses, in maintaining tolerance in autoimmune 
and inflammatory diseases. Here, we investigate whether the tolerogenic function of 
pDCs can be attributed to the expression of HLA -G. To confirm the expression of 
HLA-G on pDCs, these cells were isolated and the expression of HLA-G mRNA was 
investigated by RT-PCR. The figure 3A demonstrated increase in the expression of 
mRNA for HLA-G in the pDCs of patients treated with IFN-β, although these levels do 
not reach statistical significance. This group of experiments was conducted to 
investigate whether the treatment with immunomodulators modified the levels of 
soluble HLA-G in the serum from MS patients. The figure 3B demonstrated the there 
was no statistical difference in the levels of soluble HLA-G in the serum of MS patients 
treated with IFN-β or Glatiramer Acetate. However, we do observed a significant 
decrease (p<0.03) in the levels of soluble HLA-G in the serum from untreated MS 
patients. The results suggest that the treatment normalize the levels of HLA-G in the 
serum from MS patients.  
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Figure 3.  Expression of HLA-G by pDCs (A), and soluble HLA-G (sHLA-G) in 
serum (B) of patients with MS treated with both type I IFN-β, GA and untreated 
patients. 
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Defective expression of IDO by pDCs in untreated MS patients 
Previous studies demonstrated that the immunosuppressive enzyme 
indoleamine-2,3-dioxygenase (IDO) is induced in pDCs upon TLR7/9 engagement. 
Purified pDCs from healthy donors were stimulated with ODN-CpG and showed 
increase expression of IDO in agreement with previous studies 6. However, the pDCs 
from untreated MS patients express significant less IDO than healthy donors. The 
treatment with type I IFN-β and GA restored the production of IDO to levels 
comparable to the healthy individuals.  
 
         
Figure 4. IDO expression by pDCs from healthy individuals and patients with MS 
treated or not with immunomodulator. Purified pDCs from MS patients or healthy 
control were stimulated with ODN-CpG (5 µg/ml). After 24 h of incubation, the expression of 
IDO was evaluated by Real Time PCR. *p<0.05 
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Expression of mRNA of cytokines in the PBMC of MS patients treated with IFN-β 
and GA and IL-17 levels in the supernatant of lymphocytes from MS patients 
treated with IFNb and controls stimulated with nonspecific mitogen.  
 
 So far, since our results pointed for the immunosuppressive effect of the 
immunomodulators, we investigated the expression of mRNA of cytokines in the 
peripheral blood. Our data demonstrated a significant reduction in the expression of IL- 
6, TGFβ and IL-10, in patients treated with the two immunomodulators, with a 
significant increase of IL-27 in patients treated with type I IFN. No expression of IL-17 
was observed in either patients or healthy control without a previous stimulation of the 
lymphocytes.  
Helper T 17 cells have been invoked as key determinants of aberrant immune 
responses in multiple sclerosis.18-20. As we mentioned above, we could not detected 
mRNA IL-17 in any group studied. Then, mononuclear cells from patients treated with 
IFN-β were stimulated by anti CD3 and anti CD28 and the levels of IL-17 were 
measured in the supernatant. The figure 5 showed that untreated MS patients produce 
significant more IL-17 than healthy control group and patients treated with IFN-β. Our 
data are in agreement with previous studies that demonstrated that IFN-β reduced the 
synthesis of IL-17.  We do observed patients that not have the levels of IL-17 reduced in 
the group of patients treated. Recent studies demonstrated that higher levels of IL-17 
might be associated with poor response to the treatment with IFN-β 20 
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Figure 5.  Pro and antinflammatory cytokine in peripheral blood cells from 
patients with multiple sclerosis treated with IFN-β and Glatiramer Acetate.  
Cytokines were determined by mRNA expression and ELISA assay (IL-17A) 
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Discussion 
 
We presented evidence about the effect of treatment with immunomodulator 
(IFN-β and GA) in the activation of regulatory molecules produced by pDCs of MS 
patients. The expression of HLA-G and IDO in pDCs, as well as the level of soluble 
HLA-G in the serum of MS patients was evaluated.  
In MS, both myeloid and plasmacytoid DC were observed in the lesions and 
CSF5. Data generated in our laboratory demonstrated increased number of pDCs in CSF 
of MS patients with active disease compare to those with disease in remission. 
However, the exact function of these pDCs remains to be elucidated. pDCs may either 
stimulate or induce tolerogenic signals in the CNS. Previous studies demonstrated that 
the expression of chemokine receptor CCR7 increases in the brain and spinal cord and it 
is limited to the inflammatory cells infiltrating the CNS parenchyma39. This suggests 
that lymphoid chemokines play an important role in the development and regulation of 
CNS inflammation. We have evaluated the expression of CCR7 in pDCs of MS patients 
treated with IFNb and GA, and  we are able to demonstrated that pDCs express the 
CCR7 in level comparable to the healthy control, however the treatment with 
immunomodulator did not alter the expression of the chemokine in these cells.   
To investigate whether pDCs can act as a tolerogenic cells in MS patients treated 
with immunomodulators, we evaluated the expression of HLA-G in the surface of 
pDCs. 
HLA-G antigens are considered as immune-modulatory molecules due to their role in 
generating immune tolerance22,23. Both membrane-bound and soluble HLA-G antigens, 
exert their immune-suppressive properties by inhibiting the proliferation of CD4+T cells 
that are shifted to an immune-suppressive profile25,26, inhibiting antigen-presenting cells 
and B cell differentiation27,28; inducing a Th2 polarization29 and inducing regulatory T 
cells30. 
The expression of HLA-G in the pDCs membrane evaluated by flow cytometry 
demonstrated no significant difference in the groups of patients studied. Although 
growing body of evidence indicates that sHLA-G antigens may have a tolerogenic role 
in MS31-34, we were not able to demonstrated increase levels of sHLA-G in the serum of 
treated MS patients either. However, we do observed a significant decrease   HLA-G 
levels in serum of untreated MS patients, suggesting that the treatment increase the 
46 
 
sHLA-G to normal level.  Soluble HLA-G were not detected in the cerebrospinal fluid 
of MS patients treated either with IFN-β or GA (data not shown). These results disagree 
with previous studies that described detectable sHLA-G in cerebrospinal fluid of RRMS 
patients with higher levels in comparison with other inflammatory neurological 
disorders, non-inflammatory neurological disorders, and controls32.  
Besides the expression of HLA-G, the pDCs from healthy donors also produced 
IDO. We were able to demonstrate that pDCs from untreated MS patients do not 
express IDO when these cells were stimulated by agonist of TLR 9. The treatment with 
the immunomodulators restores the expression of IDO to normal values. The expression 
of IDO is associated to the activation of regulatory T cells that down regulated the 
immune response.  Although we have not demonstrated the activation of regulatory T 
cells in this study, we do observe that the treatment reduced significantly the expression 
of proinflammatory cytokines.  Previous studies demonstrated that IL-17 play a crucial 
role in many inflammatory diseases, including EAE, and likely in MS as well. Th1 cells 
likely contribute to pathogenesis, with their role possibly more pronounced later in 
disease. A growing body of evidence demonstrated that the treatment with IFN-β 
decrease the levels of IL-17 in patients with MS18,20. In terms of expression of 
cytokines, significant decrease in the expression of TGFβ, IL-10, IL-6 and no 
expression of mRNA IL-17 was observed for patients treated with the 
immunomodulators. Interestingly, patients treated with IFN-β express significantly 
more IL-27. IL-27 has emerged as a potent regulator of immune responses, and in 
particular those mediated by Th17 cells. IL-27 directly suppresses the development of 
Th17 cells35,36 by inhibiting RORγt expression19. In addition to Th17 cells, IL-27 
inhibits Th2 cell development, as well as Th2 cytokine production from polarized Th2 
cells by down-regulation of GATA-3 and up-regulation of T-bet expression 
simultaneously37. Our data are in agreement with this observation, since we observed 
that IFN-β treatment increases the expression of IL-27 with simultaneous decrease of 
IL-10, IL-6 and TGFb.  Moreover, lymphocytes from untreated MS patients stimulated 
with nonspecific mitogen produce significant higher level of IL-17 compare to healthy 
individuals. We did not observe a significant decrease in the amount of IL-17 in patients 
treated with IFN-β. More recently, however, the authors provide evidence that MS 
patients with higher level of IL-17 respond poorly to the treatment with IFN-β. 
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Taken together, we present evidence that treatment with immunomodulator, 
mainly the IFN-β act on pDCs contributing to downregulation of the immune response 
in patients with relapsing/remitting MS.    
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Discussão 
 
No estudo apresentado no capítulo 1, já em formato de artigo para submissão o 
objetivo principal foi a avaliação de algumas moléculas (solúveis ou de membrana), que 
regulam a resposta imune EM e no seu modelo experimental EAE. Para isso, esse 
trabalho foi dividido em duas frentes de estudos, sendo uma direcionada para o estudo 
das moléculas regulatórias em pacientes portadores da Esclerose Múltipla, e a outra 
frente de trabalho foi voltada para estudar a interação entre células apresentadoras de 
antígenos (APCs) e os linfócitos T CD4+ encefalitogênicos. Nessa segunda parte, foram 
usados Nanotubos de Carbono de Parede Múltiplas (MWCNTs) como uma ferramenta 
para avaliação da interação entre as APCs e as células T CD4+ no modelo experimental 
da Esclerose Múltipla (EAE). 
 
Discussão do capítulo 1 
 
No capítulo 1, foi apresentado uma análise sobre o efeito dos imunomoduladores 
Interferon-β (IFN-β) e Acetato de Glatirâmer (GA) sobre a ativação de moléculas 
regulatórias pelas células dendríticas plasmocitóides (pDCs) de pacientes com EMRR e 
mostramos algumas evidências sobre o efeito do tratamento desses imunomoduladores 
sobre a ativação dessas moléculas.  Adicionalmente, apresentamos uma avaliação da 
expressão de HLA-G e IDO (Indoleamina 2,3 dioxigenase) pelas células dendríticas 
plasmocitóides, bem como uma análise sobre os níveis de HLA-G solúveis [HLA-G (s)] 
no soro de pacientes com EMRR.  
As células dendríticas plasmocitóides e mielóides estão presentes tanto no 
Líquor Cefalorraquidiano (LCR) quanto em lesões no sistema nervoso de pacientes com 
EM. Em um estudo prévio realizado pela nossa equipe, demonstramos um aumento da 
presença de células dendríticas plasmocitóides no LCR de pacientes que estavam na 
fase ativa da doença quando comparados com pacientes que estavam na fase de 
remissão85. As funções exatas das pDCs ainda não são completamente elucidadas visto 
que elas podem tanto induzir respostas imunológicas efetoras, como também estimular 
células regulatórias dentro do SNC. Alguns estudos sugerem uma participação ativa das 
quimiocinas no desenvolvimento e regulação de processos inflamatórios no SNC, visto 
que a expressão de receptores para essas quimiocinas (receptores: CCR7 e CCR9) foi 
encontrada exacerbada no cérebro e na medula espinal de animais com o modelo 
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experimental da Eclerose Multipla84. No nosso trabalho, investigamos a expressão dos 
receptores para quimiocinas, denominado CCR7, na superfície das células dendríticas 
plasmocitóides de pacientes tratados tanto com Interferon – β (IFN-β) quanto com 
Acetato de Glatirâmer (GA). Nessa investigação, mostramos que as pDCs expressam 
CCR7 no mesmo nível que os pacientes tratados e controles, indicando que o uso de 
imunomoduladores não influenciou a expressão deste. 
No intuito de analisar se as pDCs de pacientes com EM tratados com 
imunomoduladores podem agir como células tolerogênicas, nós avaliamos a expressão 
de HLA-G na superfície das mesmas, bem como a expressão de HLA-G solúvel. Em 
relação à molécula de HLA-G, foram avaliados os níveis de expressão na membrana 
citoplasmática de células pDCs sem realizar o isolamento dessas à partir de outras 
células mononucleares de sangue periférico (PBMCs), a expressão de RNA mensageiro 
(mRNA) em células dendríticas plasmocitóides (pDCs) isoladas, bem como o nível de 
HLA-G solúvel no soro de pacientes e controles. Além disso, demonstramos que os 
pacientes com Esclerose Múltipla que não estão em tratamento, apresentam uma 
deficiência na expressão da enzima Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) quando 
comparados como indivíduos saudáveis ou com pacientes em uso dos 
imunomoduladores.  
 
A molécula HLA-G (Human Leukocyte Antigen G) é considerada 
imunomoduladora, devido ao seu papel na geração da tolerância imunológica60,61. Tanto 
a forma solúvel quanto a forma expressa nas membranas possuem a capacidade de 
regular a tolerância imunológica promovendo a apoptose e inibindo a atividade das 
células Natural Killer (NK) e dos linfócitos T CD8+ citotóxicos62,63; promovendo a 
inibição dos linfócitos T CD4+ os quais sofrem uma mudança em seu perfil 
(inflamatório para supressivo)64,65, inibindo a apresentação de antígenos e diferenciação 
por parte das células B66,67 ; induzindo uma polarização para o perfil Th264 e 
promovendo a indução de linfócitos T regulatórios68. Embora vários estudos indiquem 
que a molécula de HLA-G na sua forma solúvel [(s)HLA-G]  pode desempenhar um 
papel tolerogênico na Esclerose Multipla69,70,71,72, em nossas observações não 
conseguimos demonstrar um aumento do (s)HLA-G no soro de pacientes tratados com 
imunomoduladores; porém encontramos uma diminuição significativa de HLA-G 
solúvel no soro de pacientes não tratados, sugerindo que o uso de imunomoduladores 
restaura os níveis de (s)HLA-G à normalidade. Em nossos estudos, não encontramos a 
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presença de HLA-G (s) no líquido cefalorraquidiano de pacientes em uso de 
imunomonuladores (dados não mostrados). Nós avaliamos a expressão de HLA-G em 
membranas de pDCs com o uso de citometria de fluxo, porém não conseguimos 
demonstrar diferença significativa entre os grupos avaliados (controles, IFN-β e GA).  
Além da expressão de HLA-G nas membranas de pDCs, em doadores saudáveis, 
essas pDCs também expressam a enzima Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO). Essa 
expressão gênica da enzima Indoleamina 2,3 dioxigenase (IDO) foi avaliada em pDCs 
estimuladas com CpG ODN, um agonista de Toll-like receptor 9 (TLR9). Foram 
estimuladas as pDCs tanto do grupo de indivíduos saudáveis quanto dos grupos de 
pacientes não tratados e pacientes em uso de imunomoduladores. Como resultado, 
encontramos uma baixa expressão gênica da IDO no grupo dos pacientes não tratados, 
mas nos pacientes em uso de IFN-β e GA esses níveis estavam iguais ao grupo controle, 
sugerindo que o uso desses medicamentos restaura o a produção de IDO aos níveis 
normais. A expressão da IDO é associada com a ativação de linfócitos T regulatórios 
que levam à uma regulação da resposta imunológica. 
Quando avaliamos a expressão gênica das citocinas em pacientes usando 
imunomoduladores, encontramos uma diminuição significativa na expressão de IL-6, 
TGF-β e IL-10 e, em relação à expressão de IL-17, não detectamos nada.  Nas últimas 
décadas, numerosos estudos evidenciaram que a os linfócitos Th17 apresentam um 
papel importante na inflamação de origem autoimune dentro do Sistema Nervoso 
Central. Essas células denominadas Th17 provavelmente contribuem para a patogênese 
da doença e alguns estudos mostram que o tratamento com IFN-β reduz os níveis de IL-
17 em pacientes com Esclerose Múltipla73,74. Alguns autores mostraram recentemente, 
evidências de que pacientes com alto índice de IL-17, respondem fracamente ao 
tratamento com IFN-β. Em nosso trabalho, demonstramos que linfócitos de pacientes 
não tratados estimulados com mitógenos não específicos, produzem uma quantidade de  
IL-17 significativamente maior do que o grupo controle, porém não encontramos uma 
redução significativa nos níveis de IL-17 no grupo de pacientes tratados com Interferon- 
β. Um achado interessante que obtivemos nesse trabalho foi a constatação de que 
pacientes em uso de IFN- β expressam mais IL-27 do que os outros grupos.  
A interleucina 27 (IL-27) é uma potente molécula regulatória da resposta imune, 
principalmente o braço da resposta mediado pelas Th17. A IL-27 suprime diretamente o 
desenvolvimento das células Th1775,76 inibindo a expressão do fator de transcrição 
RORγt77. Além da supressão dos linfócitos Th17, a IL-27 suprime o desenvolvimento 
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da população de células Th2 bem como a produção de citocinas de perfil Th2 através de 
“down-regulation” do fator de transcrição GATA-3 e por “up-regulation” do fator T Bet 
concomitantemente86. Nossos dados estão em acordo com essas observações já que nos 
pacientes portadores de Esclerose Múltipla em uso de IFN-β, encontramos um aumento 
da expressão de IL-27 com uma redução simultânea da expressão de IL-10, IL-6 e TGF-
β. 
No estudo que realizamos na EAE (segunda frente de trabalho), também 
encontramos um aumento de IL-27, com a queda concomitante nos níveis de IL-17 e 
uma alteração da população de Th17, corroborando o papel supressor da IL-27 sobre as 
células Th17. 
Analisando o conjunto dos dados apresentados no capítulo 1, nós mostramos a 
evidência de que o uso de imunomoduladores, principalmente o Interferon-β, age 
também sobre as células dendríticas plasmocitóides, contribuindo para um controle da 
resposta imunológica em pacientes com Esclerose Múltipla na forma “Surto-Remissão”. 
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Discussão do capítulo 2 
 
O objetivo principal do trabalho apresentado no capítulo 2 foi buscarmos o 
entendimento de como uma estrutura obtida através da nanotecnologia (Nanotubos de 
Carbono de Parede Múltiplas - MWCNTs), pode afetar a expressão de moléculas 
regulatórias na Encefalomielite Experimental Autoimune (EAE). Usamos o Nanotubos 
de carbono porque esse tipo de material tem sido bastante estudado nas últimas décadas 
como um potencial vetor para a veiculação de medicamentos, principalmente em 
tumores. Assim, resolvemos analisar se internalização desses MWCNTs pelas células 
apresentadoras de antígenos (APCs), afetaria o desenvolvimento de células 
encefalitogênicas T CD4+ no modelo experimental da Esclerose Múltipla.   
Nesse trabalho, demonstramos que a transferência adotiva de linfócitos 
encefalitogênicos T CD4+ (contendo as subpopulações TH17 e Th1) em animais (ratos 
Lewis) induz de modo severo a EAE. Entretanto, ao realizarmos co-cultura de linfócitos 
encefalitogênicos com APCs previamente incubadas com MWCNT’s, e depois ao 
transferirmos para os animais, constatamos que a doença induzida se tornou bem menos 
severa. Para entendermos qual o mecanismo que poderia explicar essa modificação no 
padrão da doença, nós determinamos a expressão gênica de citocinas pelas células 
encefalitogênicas e encontramos uma redução significativa na expressão de IL-17, 
sugerindo uma falha no desenvolvimento da subpopulação de células Th17. Esses 
resultados corroboram estudos que indicam que a transferência adotiva de células Th17 
em animais causa uma doença mais severa em quando comparado com a transferência 
de células Th178. Ao dosarmos as citocinas produzidas pelas células 
apresentadoras de antígenos (APC’s) que foram previamente incubadas com 
MWCNTs, encontramos aumento significativo nos níveis de IL-12 e IL-27 em 
relação às APCs que não foram incubadas com MWCNTs. Ao analisarmos a 
expressão gênica de IL-12, IL-23 e TGF-β das APC’s incubadas ou não com 
MWCNT’s, não encontramos nenhuma diferença significativa. As interleucinas 
27 e 23, que fazem parte da família da IL-12, são secretadas por células 
apresentadoras de antígenos e exercem tanto atividades pró-inflamatória quanto 
anti-inflamatória79.80. O papel inibitório da IL-27 na Encefalite Experimental 
Autoimune (EAE) foi demonstrado em estudos que foram realizados em 
camundongos knockout ou foram adicionados anticorpos neutralizantes anti IL-
2775. Em 2009 Diveu et al mostrou que a IL-27 bloqueia a expressão do gene RORc, 
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que codifica a o fator de transcrição RORγt, resultando em uma inibição no 
desenvolvimento da população de linfócitos Th1780. Nosso trabalho corrobora com esse 
estudo, visto que encontramos uma diminuição significativa na expressão de RORγt, 
confirmando que a produção de IL-27 por parte das APCs estimuladas incubadas com 
MWCNTs inibiu o desenvolvimento das células Th17. Para confirmarmos o papel da 
IL-27 na inibição da população de linfócitos Th17, nós realizamos um experimento 
usando um anticorpo neutralizante de IL-27 na cultura de linfócitos T CD4+, com o 
intuito de reverter essa inibição. Os resultados apontaram uma reversão na expressão de 
IL-17a e uma reversão parcial nos níveis de IL-17f expressos pelas células 
encefalitogênicas. Com esse trabalho que realizamos, mostramos o papel inibitório da 
IL-27 sobre o desenvolvimento de linfócitos Th17, além de evidenciarmos a hipótese de 
que partículas que estimulam a resposta imune inata também podem afetar a resposta 
adaptativa. Como dito anteriormente, os nanotubos de carbono de paredes múltiplas 
geraram grande interesse nos pesquisadores, devido ao seu potencial de atuação como 
“drug-delivery”, mas nossos estudos indicam que até chegarmos ao uso terapêutico 
dessa nanotecnologia, muitas avaliações deverão serem realizadas, pois é um material 
hidrofóbico que não se sabe muito sobre seu clearence ainda e, possui a capacidade de 
estimular a resposta imune inata com consequências sobre a resposta imune adaptativa.  
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CONCLUSÕES 
 
 
 Nossos dados evidenciam que os imunomoduladores restauram a produção de 
IDO nos pacientes com Esclerose Múltipla; 
 Ao analisarmos a produção de HLA-G (s) em soro de pacientes não tratados e 
ao compararmos com pacientes tratados com imunomoduladores, 
apresentamos evidências de que esses fármacos restauram os níveis de HLA-G 
(s) à normalidade; 
 Pacientes em uso de Interferon-β (IFN-B) expressam mais IL-27 quando 
comparados aos pacientes em uso de Acetato de Glatirâmer (GA) e ao grupo 
controle; 
 Ao apresentar os dados mostrando o aumento na expressão de IL-27 com 
redução concomitante da expressão de IL-10, IL-6 e TGF-β, confirmamos a 
observação de outros autores mostrando que a IL-27 suprime o 
desenvolvimento da população Th2 e diminui a produção de citocinas 
relacionadas a esse perfil; 
 Células apresentadoras de antígenos em contato com nanotubos de carbono de 
parede múltiplas (MWCNT) tem a sua função afetada, diminuído a severidade 
da EAE; 
 A internalização de nanotubos de carbono pelas APCs leva à um aumento 
significativo nos níveis de IL-12 e IL-27, ocasionando uma inibição das 
células Th17 
 Apresentamos evidências de que nanopartículas de carbono estimulam tanto a 
resposta imune inata como a resposta adaptativa. 
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